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缩略词             英文全称                       中文全称 
APC      Antigen presenting cell                 抗原递呈细胞 
BSA      Bovine serum albumin                  牛血清白蛋白 
CsA      Cyclosporin A                         环孢霉素 A 
CNIs     Calcineurin inhibitors.                  钙调神经蛋白抑制药物 
CD       Cluster of differentiation                 白细胞分化抗原 
DST      Donor-specific transfusion                供体特异输注 
FKBP     FK506binding proteins                   FK506 结合蛋白 
FK506    Tacrolimus，Prograf                    他克莫司，普乐可复 
FITC     Fluorescein isothiocyannate               异硫氰荧光素 
GVHD    Graft-Versus-Host Disease               移植物抗宿主病 
HLA    Human histocompatibility Leukocyteantigen 人组织相容性白细胞抗原 
IL        Interleukin                             白细胞介素 
ICAM-1   Intercellular adhesion molecule            细胞间黏附分子 
IFN       Interferon                             干扰素 
LSEC     Liver Sinusoids Endothelial Cell           肝窦状隙上皮细胞 
MHC     Majoy histocompatibility complex          主要组织相容复合物 
mAb      Monoclonal antibody                    单克隆抗体 
mTOR    Mammalian target of rapamycin           哺乳动物雷帕霉素结合
靶位 
PV        Portal venous                          门静脉 
PE        Phycoerythrin                          藻红蛋白 
PBS       Phosphate buffered saline                磷酸盐缓冲液 


















缩略词             英文全称                       中文全称 
qRT-PCR   Quantitative Reverse Transcription PCR      实时荧光定量聚合酶 
链式反应  
RAPA       Rapamycin                             雷帕霉素 
rpm         Revolution per minute                    每分钟转速 
TCR        T cell receptor                           T 细胞受体 






























                             摘   要 
目的  探索供体脾细胞门静脉输注（PVDST）联合短期应用雷帕霉素对同种异
体小鼠心脏移植急性排斥反应的影响，并初步探讨其机制。 
研究方法   选取 BALB/c 小鼠和 B6 小鼠分别作为心脏移植的供体和受体。受体
B6 小鼠被随机分成 4 组：对照组、PVDST 组、RAPA 组、PVDST+RAPA 组，
每组 6 只。观察移植物存活时间，并进行体外检测。为了验证 PVDST 联合雷帕
霉素对皮肤移植预致敏小鼠心脏移植物是否有保护作用，我们选用了皮肤移植预
致敏 B6 小鼠作为受体，同样随机分成上述四组，观察移植物存活时间。 
研究结果 （1）术前联合 PVDST 和雷帕霉素能显著延长原态小鼠心脏移植物存
活时间。 （2）PVDST 联合雷帕霉素抑制 IFN-γ 和 IL-2 的表达，促进 IL-10 和
Foxp3 基因的表达。（3）术前短期应用雷帕霉素有利于 CD4+CD25+Foxp3+调节
性 T 细胞的表达。（4）单独或联合使用雷帕霉素和 PVDST 均不能有效抑制记忆
性 T 细胞的增殖。(5) 术前联合 PVDST 和雷帕霉素对皮肤移植预致敏小鼠心脏
移植物存活时间无明显影响。 
研究结论  研究表明 PVDST 联合短期应用雷帕霉素能显著延长未处理小鼠心脏
移植物存活时间，却不能明显延长皮肤移植预致敏小鼠心脏移植物存活时间。其
机制可能是 PVDST 联合雷帕霉素能够降低细胞免疫应答水平，并诱导受者体内
产生大量分泌 IL-10 的 Tr1 细胞和 CD4+CD25+FoxP3+调节性 T 细胞。但此种方


















Combination Treatment with Rapamycin and Donor-specific 
Spleen Cell Transfusion via Portal Venous Prolonges 
Cardiac Allografts Survival in Mice 
 
                           Abstract 
Objective We want to investigate the effects of donor-specific spleen cell 
transfusion via portal venous combined with rapamycin on cardic engraftments in 
mice and demonstrate the mechanisms. 
Methods Female BALB/c mice and female B6 mice were respectively used as 
donors and recipients of cardic transplantation. B6 recipients mice were divided 
randomly into 4 groups: blank control group、PVDST group、RAPA group and 
PVDST+RAPA group, with 6 mice in each group. The survival time of cradic 
allografts were observed, and test in vitro. In order to verify the effect of combination 
treatment with rapamycin and PVDST for cardic allografts in alloantigen-primed B6 
mice(a mice that had rejected BALB/c skin grafts more than 4 weeks earlier). We also 
used alloantigen-primed B6 mice as recipients, and divided randomly into 4 groups as 
above-mentioned. 
Resuluts (1) Combination treatment with rapamycin and PVDST preoperative could 
prolong the survival of cardic grafs significantly in naïve mice.(2) Combination 
treatment with rapamycin and PVDST could inhibit the expression of IFN-γ and 
IL-2,but enhancement the expression of IL-10 and Foxp3. (3) Short term therapy with 
rapamycin preoperative are in favor of the expression of CD4+CD25+Foxp3+ 
regulatory T cell. (4) Treatment with rapamycin and PVDST jointly or use each of 
them solitary could not inhibit the proliferation of memory T cell effectively. (5) 
Combination treatment with rapamycin and PVDST preoperative could not protect 
cardic allografs effectual in alloantigen-primed mice. 
















PVDST could prolong the survival of cardic allografts in naïve mice but not in 
alloantigen-primed mice. This result may be associated with combination treatment 
with rapamycin and PVDST could cut down the level of immune response, and 
induce the proliferation of CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cell and Tr1 which can 
secret a devil of IL-10. But combination treatment with rapamycin and PVDST fails 
to resist cardiac allografts accelerated rejection mediated by alloreactive memory T 
cells in mice 
















第一章   前言 
 








素，与 FK506 的结构相似。起初 RAPA 被研究作为低毒性的抗真菌药物，1977
年发现 RAPA 具有免疫抑制作用，1989 年开始把 RAPA 作为治疗器官移植排斥




后的机制则完全不同。FK506 与 FKBP-12 结合后，可抑制钙调磷酸酶，阻止细
胞因子如 IL-2 基因的转录和表达，抑制 T 淋巴细胞的早期活化，从而使 T 淋巴
细胞由 G0 期到 G1 期的转变受到抑制， 终产生抑制作用。而雷帕霉素的
FKBP-12 复合物则可以与哺乳动物雷帕霉素结合靶位（mammalian target of 
rapamycin，mTOR）结合[6]，其结合产物可阻断 IL-2、IL-15 或 B7/CD28 共刺激
途径激活 mTOR 所引发的免疫反应，从而发挥强大的免疫抑制作用。雷帕霉素
产生免疫抑制的机制包括：（1）抑制 4E 结合蛋白（4E-BP1）的磷酸化及真核起
始因子（eIF-4E）的转录和翻译[7]; (2)抑制 P27 介导的细胞周期依赖性激酶 2
（cdk2）和细胞周期蛋白 E（cyclin E）复合物的激活以及 DNA 的合成[8]；(3)
抑制 70KDS6 激酶（P70S6K）的活化，限制核糖体蛋白 S6 磷酸化，减少核糖体
转录蛋白的合成，从而抑制 T 淋巴细胞由 G1 期向 S 期的过渡[9]。本实验选用雷
帕霉素的目的是：(1)抑制受体对供者脾细胞的排斥作用；(2)抑制 GVHD 的发生；





















































第二章  材料和方法 
2.1  实验材料 
2.1.1  实验动物   
纯系雌性 B6(H-2b)小鼠为受体，纯系雌性 BALB/c(H-2d)小鼠为供体，均为
8~12 周龄，体重 19~22g。购于中科院上海斯莱克实验动物有限公司。 
 
2.1.2   实验仪器和实验器械 
手术显微镜                镇江中天光学仪器有限公司 
显微手术器械包            宁波成和显微器械厂 
带线缝合针                宁波成和显微器械厂 
-80℃冰箱                 Thermo 公司 
冰箱                      海尔公司 
离心机                    eppendorf 公司 
恒温干燥箱                上海康路仪器设备有限公司 
电热恒温鼓风干燥箱        上海精密实验设备有限公司 
高压灭菌器                HIRAYAMA 公司 
超净台                    苏州净化设备有限公司 
台式显微镜                尼康公司 
细胞计数板                盐城市恒泰玻璃仪器厂 
移液器                    eppendorf 公司 
振荡器                    江苏省海门市其林贝尔仪器制造有限公司 
电子分析天平              OHAUS 公司 
台式酸度计                HANNA 公司 
微波炉                    格兰仕公司 
37℃温箱                  Thermo 公司 
流式细胞仪                Berkman 公司 
石蜡切片机                莱卡公司 
















Real time-PCR仪             ABI公司StepOne系统 
核酸蛋白测定仪             BIO-RAD 公司 
PCR 仪                     AB 公司 
 
2.1.3  实验所需药品和试剂 
雷帕霉素，购自 LC Laboratories 公司；流式抗体：PE-cy5-CD4(clone GK1.5)；







2.1.4  实验所需试剂的配制 
2.1.4.1  PBS 的配制 
1. 配制试剂所需材料：  
a) NaCl  8g 
b) KCl   0.2g 
c) Na2HPO4  1.44g 
d) KH2PO4   0.24g 
e) Distilled H2O  800 mL 
f) HCl 或 NaOH（调节 pH 值用） 
2. 配制方法：称取 8g NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4 和 0.24g KH2PO4，溶于
800ml 蒸馏水中，用 HCl 调节溶液的 pH 值至 7.4， 后加蒸馏水定容至 1L
即可。高压下蒸气灭菌（至少 20 分钟），保存于室温或 4℃冰箱中。 
2.1.4.2  红细胞裂解液的配制 
1. 配制试剂所需材料：  
a) NH4Cl  80 g 
















c) Na2EDTA  3.7 g 
d) Distilled H2O  1000 mL 
e) HCl 或 NaOH（调节 pH 值用） 
2. 配制步骤： 
1) 将 NH4Cl 80g、KHCO3 10g 、Na2EDTA 3.7g 试剂溶于 900ml 去离子水中； 
2) 加去离子水定容到 1000ml，调节溶液 pH 值到 7.2-7.4，用 0.22um 的滤器过
滤，2-8℃保存备用； 
3) 在制备工作液时，将此储存液稀释 10 倍后使用。 
2.1.4.3 RPMI 1640 细胞培养液的配制 
1. 配制培养基 好使用新制备的三蒸水。一般在实验前当天或前一天制备为
好。调节 pH 值的酸碱溶液也应该使用这种水配制； 
2. 制备培养基的器皿清洗要绝对干净，烤干后备用（滤器、滤膜、量筒、移液
管及盛放培养基的小瓶等存放和转移培养基液体的器具都应进行灭菌； 




5. 加抗生素：一般抗生素终浓度为――青霉素 100U/ml，链霉素 100U/ml。市
售青霉素为 80 万 U/瓶，可溶于 4ml 体积，每一升培养液中加 0.5ml 即可。
市售链霉素为 100 万 U/瓶，可溶于 5ml 体积，每一升培养液中也加 0.5ml 即
可。无链霉素的情况下，用庆大霉素代替，终浓度调为 50～200U/ml； 
6. 调 pH 值：加水到 900ml（在需要加 10%小牛血清的情况下），然后用 5% 
NaHCO3 调节 pH 到 7.2； 
7. 过滤除菌：宜采用 0.45um 和 0.22um 滤膜各一张，上层为 0.45um，下层为 0.
22um，以保证过滤效果。注意滤膜正面（光面）朝上。过滤后分装于小瓶中


























3. 由于市售小牛血清 pH 未知，但大多偏酸。实验中加入小牛血清后，培养基
的 pH 可能还会变化，故亦可先加入小牛血清后调 pH 值。但此种方法过滤
较困难，只适于正压过滤。 





2.2  实验方法 
2.2.1  实验方案和实验分组 
取 BALB/c 小鼠脾脏，经红细胞裂解液裂解后制成单细胞悬液。将供体脾细
胞悬液（0.3ml；1×107 个/只）于术前第 7 天经门静脉注入受体 B6 小鼠体内。
于术前第 7 天到手术当天(d-7~d0)持续腹膜内注射雷帕霉素（1.5mg/kg/d）。受体
B6 小鼠被随机分成 4 组，每组 6 只。第 Ia 组（对照组）：仅行 BALB/c 到原态
B6 小鼠心脏移植手术，术前术后不做任何处理。第 IIa 组（PVDST 组）：心脏移
植手术前第 7 天经门静脉注入供体脾细胞，但不给予雷帕霉素。第 IIIa 组（RAPA
组）：心脏移植前第 7 天到手术当日（d-7~d0）给予雷帕霉素，但未进行供体脾
细胞输注。第 IVa 组（PVDST+RAPA 组）：心脏移植手术前第 7 天经门静脉注入
供体脾细胞，并于 d-7~d0 持续给予雷帕霉素。为了验证 PVDST 联合雷帕霉素对
皮肤移植预致敏小鼠心脏移植物是否有保护作用，我们选用了皮肤移植预致敏
B6 小鼠作为受体，同样随机分成上述四组，分别命名为第 Ib 组（对照组），第 IIb
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